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論 文 内 容 要`旨
本研究は芳 香族第1級 ア ミン型化合物 である4一 ア ミノアゾベ ンゼ ン(AAB)メ トキシ誘導体
の発 癌活性発 現について代謝的 な面か ら解 明す る 目的で行 な った。
AABメ トキシ誘導体 はメ トキシ(MeO)基 の位置 の違 いにより肝臓 に対す る発癌活性が異 な
る。AABは 弱発癌性物質であ り,ア ミノ基の オル ト位 にMeO基 のある3-MeO-AABは 強発
癌性 物質であ る。一 方,ア ミノ基の メタ位 にMeO基 のある2-MeO-AABは 非発 癌性 物質で あ
る。 また,4ノーMeO-AABは 中発癌性物質で あ り,2,5-diMeO-AABは 精子形 成阻害作用
があ り,副 腎髄質 癌を誘起す るが,肝 癌 は決 して誘起 しない性質の物質で ある。
一 般に ,発 癌性 物質 はdivectcavcinogenとprecavcinogenとに分類 され る。precardnogenは
生体 内で代謝的に活性 化 されDNAと 結合 し,遺 伝的制御を崩す ことにより何 らかの変 化を もた ら
し,そ れが発癌につなが るもの と考え られてい る。発癌性芳香族 ア ミンは一般 にprecarcinogenで
あ り,代 謝的に アミノ基がN水 酸化を受 けて,更 に水酸基が硫 酸や酢酸な どの抱合化を受 けて活性
化 され ると考 え られてい る。
そ こで,著 者はN一 ヒ ド[1キシア ミノアゾベ ンゼ ン(N-OH-AAB)メ トキシ誘導体及びそ
の酢 酸抱合体 の合成を試み た。N-OH-AAB及 び,2-MeO一,3-MeO一,4-MeO一,
2,5-diMeO一の全てのN水 酸化誘導体を合成す ることがで きた。酢酸抱合体では3-MeO一 誘
導体 はNMR測 定 では合成 で きたことを・確認 したが,非 常に不安定 で単離 で きなか った。一方,2
-MeO一 誘導体 は3-MeO一 誘導 体よ りも比較的安 定で容易 に合 成単離 す ることが で きた。1
Knudsonら及 び,Bonaiti-Pellieらに より発癌 は遺 伝子 の突 然変異 であ るとい う仮説 が立 て
られて い る。.近年,Amesら 及び杉 村 らはサルモ ネラ菌を用いた発 癌性 物質 の突然変異原性 につい
て研 究 した 結果,突 然 変 異原 性 ど発癌 性 は.試験 した化合物 の8割 以上 が一致 する ことが明 らか
にな った。Amesテス トではpremutagenの検 出 の 為 に 検体を ラッ ト肝酵素(S-9)と あ らか じ
め一定時 間,370Cで イ ンキ ュベー トし,そ の後 に菌 とイ ンキ ュベー トして変異 活性 を測定 してい
る。
そ こで,著 者 らはAABメ トキ シ誘導体 を中心 としたアゾ色素 についてサルモネ ラ菌 に対す る突
然変異原性 につ いて調 べた。その結果,AABメ トキ シ誘 導体 はS-9と イ ンキ ュベー トしない場
合,す なわちS-9(一)で は変異 活性 は どの化合物 も示 さなか ったが,S-9(+)で は発癌性
のAABメ トキシ誘導体 は全 て変異活性 を示 した。以上 のよ うに,AABメ トキ シ誘導体 はPre皿一
粛age且であり,S-9(+)で のその変異活性 は発癌 活性 とほぼ一致 した。
サル モネラ菌を用い た突然変異原試験 には限界 があ る。例 えばN一 メチル ー4一 ア ミノアゾベ ン
ゼ ン(MAB)は 強力 な発肝癌性 アゾ色素 であ るが,S-9(+)で の変異活性 はほ とんど示 さな
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い。
そ こで,著 者は初代培養肝 細胞を用いて,Precarc加o留nの不定期DNA合 成誘起(UDS)試 験 を行
な った。肝細胞は 活性 化酵素を十分 に保持 し,か つ,DNAは その細胞の中 に存在 し,生 成 した活
性 体 は効率 よ く細胞内のDNAと 結 合 してい くと考 え られ る。また,成 熟 した肝細胞 は99%以 上
がS期 以外の周期に属 し,定 期DNA合 成,す なわ ち複 製DNA合 成 はほ とん ど行なわれていない。
UDS活 性 とは化合物 がDNAに 損傷 を与 えた場合,細 胞 のS期 以外の周期 において修復 したDNA
合成量の ことを意味す る。す はわち,そ のDNA合 成量 は一緒 にインキュベー トしたeH〕Thimi
dineの核への取込み量で測定 される。また,取 込み量 はオー トラジオグ ラフィーに より細胞核上の
黒 化粒子の数で表わされる。 ラッ ト肝細胞 におけるAABメ トキシ誘導体2)UDS活性はそ2)発癌 活性
とほぼ定量 的に一致 した。 ラッ トはWistar系,ACI/N系,及 び,Donryu.系の3系 統の ものを
用いた。その結 果,系 統間にはUDS活 性 の差 は認 め られ なかった。 マウス肝細胞 を用いた 場合,
AABとOATは ラッ ト肝 細 胞での活性 よ りも著 しく強いUDS活 性を示 した。 しか し,同 一化合
物 のUDS活 性 は用いたマ ウスの性 におけ る差 は認 め られ なかった。
3-MeO-AABの 活性 体 と推定 されるN-OH-3-MeO-AABはAmesテ ス トに おいて
S-9(一)で もS-9(+)で も変異活性 は非常 に強 かった。更 に,UDS活 性で は,N-OH-
3-MeO-AABは3-MeO-AABよ りも経時的にはUDS活 性 は速 く極 大に達す る。また,他
の発癌性AABメ トキシ誘導体のN水 酸化体のS-9(一)で の変異活 性 も プ ラスであ り,UDS
活性も母化合物 の活性 よりも強い ことか ら,N-OH-AABメ トキ シ誘導体 がAABメ トキ シ誘
導体の活性体で あると考え られ る。
そ こで,著 者 ・らは活性体の発癌試験を行 ない,活 性体を一 層明確にす ることに した。3-MeO-
AAB及 びN-OH-3-MeO-AABを 用い,検 体をオ リー ブオイルに懸濁 させ,マ ウス背皮下 ・
部 に週2回,8週 間注射 した。13力 丹間観察 した結 果,N-OH-3-MeO-AABを 投 与 した
群 では性 を問わず,投 与部位 に肉腫が形成 された。一方,3-MeO-AABを 投与 した群 には肉腫
は全 く認 め られ なカ)った。以上の ことか ら,N-oH-3-Meo-AABは3-Med-AABの
発癌活性体 であることが証明 され た。すなわ ち,AABメ トキシ誘導 体の発癌 活性 化 としてN水 酸
化反応 が重要 な代謝過程であ ると考え られ る。
また,果 して肝臓 内で はAABメ トキシ誘導体のN水 酸酵 素は存在 す るのか どうかを明 らかにす
るため に,AABメ トキシ誘導体をPCBで 酵 素 誘導処理 した ラヅ ト肝 ミク姐ゾーム とイ ンキ ュベ
ー トした。その結果,AABメ トキシ誘導体か らN水 酸化誘 導の生成 す ることをMassス ペ ク トル
やその他の化学 的性質か ら明 らか にす ることがで きた。
また,Alnesテス トにおいて,N-OH-AABメ トキシ誘導体の合成原料であ る4一 ニ トロァ
ゾベ ンゼ ン(NAB)メ トキ シ誘導体 はdirectmutagenであ ることがわか った。すなわ ち,NABメ ト
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キ シ誘導体 の中で,3-MeO-NAB,4'一MeO-NAB,NAB,及 び2,5-diMeO-NABはS
-9(一)で 変異活性 を示 した。一方 ,2-MeO-NABはS-9(一)で 変異活生を示さなか っ
た。 しか し,S-9(+)で は全てのNABメ トキシ誘導体の変異活性はプ ラスであ った。このよ う
に,ニ トロ化合物は芳香族第1級 ア ミン型化合物 とはまた異 なった活性化機構があ ると考え られ る。
また,ニ トロ化合物 と菌体 とを イ ンキ ュベ ー トす ることによ り,N水 酸化誘導体を検 出し,そ の量
を定量 した。 その結果,そ の化合物の変異活性の強 さとN水 酸化誘導体の生成量 とは相関せず,全
てのNABメ トキシ誘 導 体 か らN水 酸 化誘導体が菌体の二 トロ還元酵素によ り生成 する ことが明 ら
か にな った。以一ヒの ことか ら,AABメ トキ シ誘導体 の発癌 活性化 は発癌性物質 である4NQOの
活性化 と同 じではないか と考 えた。
そ こで,著 者 らは多田 らの協 力を得 て,多 田 らの開発 したア ミノア シルーtRNA合 成酵素 に
よる活性化 のシステムを用 いて,N-OH-AABメ トキシ誘導体 の活性化 について調べ た。その
結果,N-OH-AABメ トキ シ誘導体 はそのままではDNAと 反応せず,ア ミノアシルーtRNA
合成酵素に より活性化 されDNAと 反応す る ことが明 らか にな った。 また,N-OH-MABの 誘導
体 では この酵素 によって は活性化 され ない ことがわ かった。以上の ことか ら,AABメ トキシ誘導
体 は代謝的 に発癌活性化 され るには最初 に,N水 酸化 され,後 にア ミノァシル化 され ることによ り
活性化 され,そ の活性体 が生体 内のDNAと 結 合 し,何 らかの遺伝的制御を崩 し発癌が もた らされ
る.もの と考 え られ る。
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またN一 水酸化体はS-9の 存在な しに変異原性を示すことが明かにされた。
次に各化合物のUDS誘起活性がしらべられた結果,ラ ット肝に対 しては癌原性 と相関する結果が
得 られた。またN一 水酸化体は一般に母化合物よりも高い活性を示す こと,またそのUDS誘起速度
も速いことが明かにされた。
これらの試験においてラッ トに対 し癌原性の強い3一 メトキシー4一 ア ミノアゾベンゼン(3-
MeO-AAB)及びそのN一 水酸化体は両者いつれの試験でも高い活性を示すが,非 癌原性の2一





用性 と問題点を示す研究として評価 され,ま たこれら化合物の癌原性,変 異原性及びUDS誘起活性
と化学構造 との相関を示す研究 としても価値があるものと考え られ,博士論文 として充分評価 し得
るものと考える。
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